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イネの組織培養 に関す る研究（その 2 ）
－イネの胚 C allus－A m ylase の性状な らびにその量 的消長 につ いて－
羽田 正 義 堀 渕 昌 子
? ? ?
??
1 ），2 ）
M urasbige－Skoogの修正寒天培地で継代培養 を続 け
ているイネの胚 C allus（子葉鞘起 源 とみなされ る もの）
3 ）
の性状の うち，第一報 で ほ SaccIlaraSe と M altase に
ついて報告 した。今回，イ ネ の 胚 C allus の A m ylase
について，その一般的性状な らびに未発芽種子や発芽種
子のそれ らと比較 した場合の消長関係を調 べた結果 ，若
干の知見 を得たので ここに報告す る。
4）
A m ylase は，初め R ．K ubn に よ りそ の分解生 成 物
の旋 光性 に も とづ い て α－A m y lase と β－A m ylase と
に分類されたが，近年 A m ylase ？デ ソプソ分 解 型 式
についての研究が進 んだ結果， 単にα－塾 とβ一型 （液化
塾と糖化塑） の 2 種に分類す るのみでほ不十分 とされ る
にいたった。つ ま り， これ らにほ起源 の異 なるに したが
いその耐酸性を異にす るもの もあ ること等が 確 認 さ れ
5 ），6 ），7 ），8 ）
た。
なお A m ylase の性質 が異なるに したがい，分類 方式
や名称 もそれぞれ異な るべ きであるが，われわ れほ従来
の慣習に したがい， ヨー ド反 応に よ り追跡 し た 酵 素 を
α一A m ylase，その作用を生成 還元糖の量 で測定 し た 酵
素を β－A m y lase と して表 現 した。
実 験
Ⅰ 材料
供試 した イネの品種ほ豊年早生であ る。 Callus は 第
一報に報じた通 りに継代培養を続仇 本実験にほ25～31
回継代培養を行な った ものを用いた。米 芽ほ1970年産米
を麦芽の製法に準 じて発芽 させ，胚乳部 と芽部 （幼芽，
子葉静，第一菓を含む部分） とに分けた。
Ⅰ酵素液の調製
Callus 酵素 ；胚 Callus の粉末に約30倍量の 水 を 加
え， T oluen を加えて 3 時間振 と う後冷室に 1 夜放置 し
て酵素を抽 出す る。 この ものを布 で搾 り，次で遠心分離
して得 た上澄液を加熱 し，600に達 した とき直に流 水 で
急冷 し生成 した沈 でんを炉別 して透 明な炉液を得 る。次
にセロフ アン紙で 2 昼夜水道水に対 して透析，折紙で炉
過し減圧濃縮の後，自陶土を用いて吸引炉過 して得 た透
明液を酵 素液 とした。T oluらn を加え冷室 に貯 える。
米芽 の芽部 の酵素 ；米芽の芽部ほ緑芽の まま少量の水
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加えて ミキサーで十分磨砕 し，さらに ホモゲナイズす
る。 この ものに T oluen を加 えて 3 時 間振 と う後， 冷
室に 1夜放置して酵素を抽出する。前記の要領で2 昼夜
透析，折紙で炉過し減圧濃縮した液を酵素液とした。
イネの未発芽種子，米芽の胚乳部の酵 素 ；いず れ も乾
燥粉末を用い，未発芽種子では約 6 倍量，米芽の胚乳部
では約 4 倍量 の水を加え， さらに T oluen を注如 して 3
時間 振 とう後 1夜冷室 で抽 出す る。折紙で炉過後 2 昼夜
透析，減圧濃縮の後，自陶土を用いて吸引炉過して得た
透明液を酵 素液 とした。
Ⅱ 基質i夜の調製
基 質 としてほ2．5％デソプソ液を用 いた。可溶性 デ ソ
プソ（和光純薬抹式会社製）2．5gを精拝し，少量の水を
加えて乳液 とし， これ に約50m Jの煮沸水を注 い で 溶 解
させ，更 に 3 分間 煮沸 した後冷却 しメス コルペソで正 し
く100m Jとす る。T oluen を加え冷室に貯え る。
Ⅳ 緩衝液の調製
緩衝液はすべてM cIlvaine の組成（0．2M －N a2H PO 4・
2 H 20 ，0．1M －C 8H 80 6・H 20 混液）を用 いた。 最 適
p H 測定用 にほpH 3．0～7．0の ものを0．5 とびの段 階 で 調
製した。 また，酵 素作用力の比較 の場合 ほ， すべて pH
4 ．8の ものを用いた。
Ⅴ 酵素液の処理法
（1） 熱処理 ；酵素原液（pH 6 ）を850の恒温浴中で15
分間浸せ き処理 した後，流水 で急冷 した。
（2） 酸処理 ；酵素原液 5 m れこN ／10－H C I約0．7m Jを滴
如し てpH 2．5 とし， 300の恒温浴 中で 7 分間 ， とき どき
攫拝 しなが ら処理 した 後流水 で急冷 し，直にM ／5－N a2H
P O4約0．4m Jでp‡王6 に もどし蒸留水 で全容 を 10m Jに し
た。
Ⅶ 反応条件，測定法
（1）反応混液 ；基質 ：緩衝液 ：酵素液＝2 ：1 ：1 と
し，作用温度ほ300士0．10とした。
（2） 分解度（糖化力）；反応混液を一定時間ご とに 1
m Jずつ取 り，生成還元糖 を SbaffeトH artm ann 微 量
定量法に よって定量 し，G lucose （m g） として算 出し，
これ よ り分解度％を求めた。酵素液 自体 多少 の還元性を
‾「
示すのですべ て盲換に よって補正 した。
速度 恒数 （K ）ほ一分子反応 として計算 した。
Ⅹ＝‡ 10g盲＝七a
t ＝反応時間， a ＝反応前の基質量
Ⅹ＝ t 時間に分解 された基質量
酵素作用能力価 （ f ）ほ次式に よって求め た。
f＝＝
王【
g log2
g ＝反応混液 中に含 まれ る酵素の重量
結果と考察
Ⅰ 作用様式 か ら見 た A m ylase 特に胚 CallusA m yl －
a se の型につ いて
一般に α－A m ylase ほ耐酸 性が小 さ く耐熱性 の 大 な
る こと，また，反対に β－A m ylase ほ耐酸性 ほ 大 に し
て耐 熱性の小 なることが知 られている。 し た が っ て，
9）
0 血1sson の行 なった よ うに熱処理 もし くは酸処理を施す
ことに よって両 A m ylase を分別す る ことも可 能 で あ
る。 いいかえれば，酸 もし くほ熱処理の前後において ヨ
ー ドデソプソ反 応 と，その時にお けるデソプソ分解度 と
の間 に相対的な変化が見 られ るか否かに よ っ て， そ の
起源には α－， β一両 A m ylase が存在す るか， ま た は
α－A m ylase と β－A m ylase のいずれか一方がそれぞれ
単独 に存在す るか ど うかがわかる。
表 1に示 した よ うに胚 C allus－A m ylase においてほ，
酸処理 および熱処理の前後における ヨー ドデソプソ反 応
と，その時の デソプソ分解度 とを比較す ると両者の間に
明 らか な相違が見 られるので，α－，β一両 A m ylase の混
合型であ ることが認め られ る。す なわち，無処 理に比較
して熱処理を施 した ものの分解度は， ヨー ドデ ソプソ反
応の進み ぐあいか らみ て著 し く劣 るし，反対 に酸処理 の
ものは分解度 に比べ ヨー ドデソプソ反 応の進 み方が著 し
く遅 くな っ て い る。
同様に米芽 の芽部お よび米芽の胚乳部 の A m ylase も
表1 よ り α－， β一両 A m ylase の混 合 型 で あ る と思 わ れ
る。未発芽種子では経時的にデソプソ分解 力は増加す る
が， ヨー ドデ ソプ ソ反 応は168時間経過 しても何等 変 化
表 1 熱処理お よび酸処 理に よる A m ylase 作用の
変化
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数字ほ デソプソ分解度％を示す
なく青 であ るの で β－A m y lase のみ で あ る と考 え られ
る。 これほ，一般にか こ く類の種子ほ，未 発芽の状態 の
ものでほ β－A m ylase の作用が強力であるに もかかわ ら
ず， α一A m ylase のそれほ極め て微弱 かもし くはほ とん
ど不活性であ り発 芽に伴 って β－A m ylase の作用が一層
強力 とな るに したがい α－A m ylase の活性度 も急激に上
10）11）
昇して くる とい う従 来 の知 見 と一 致 す る。
また，図 1 に見 られ るよ うに胚 Callus，米芽の芽部，
図 1 無処理酵素 のデソプソ分解反応
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米芽の胚乳部の無処理酵 素の ヨー ドデソプソ反応 とデソ
プソ分解度 とを比較 してみる と，胚 Callus お よび米芽
の芽部では ヨー ドデソプ ン反 応の進 み方に比 べ て デ ソ
プソ分解力の増加が大 きい。一方米芽 の胚乳部 では分解
度は ヨー ドデ ソ プ ソ反 応 の速 度 よ りも著 し く 劣 る。 こ
れは胚 Callus，米芽の芽部 の A m ylase ほ相対的にみて
β－A m ylase が よ り多 く， 米 芽 の 胚 乳 部 の A m y lase ほ
α－A m ylase が よ り多 い た め と考 え られ る 。
Ⅰ 耐酸性の強弱か ら見た胚 Callus－A m ylase の型
5）
岡崎ほ 糸 状 菌 の α－A m y la se， β－A m y lase お よ び
M altase にほ酸処理で不活性化 され る塑（非抵抗性）
と，不活性化され ない塑 （抵抗性）の 2種 がある ことを
報告しているが， これは興 味深 い問題 なの で 胚 C allus－
A m ylase にもその ような性質や型があ るか ど うか を 検
討して みた 。
その結果を図 2 に示 す。pH 2．5，300 で 7分間処理 し
たものは， ヨー ドデ ソプ ソ反 応 ほ ほ とん ど進 ま な い。 す
なわち， α－A m ylase 作用 をほ とん ど完全 に消失 してい
るにもかかわ らず，まだ相 当強 力なデソプソ分解 力す な
わち β－A m y la＄e 作用を残 して いる。 したが っ て， 胚
C allus－A m ylase ほ耐酸性の大な る （抵抗性）β一A m y－
1 ase を主体 として， これに耐酸 性の小 な る （非抵抗性）
α－A m ylase の少量を共存す る型に属する もの と考 え ら
れる。
図 2 胚 Callus－A m ylase のデソプソ分解反応
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Ⅱ最適水素イオン濃度
図 3 ， 4 ， 5 を比較通覧する と，胚 Callus お よび米
芽の芽部 の無処理 A m ylase（α－，β一握溶） の最 適 pH
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ほ5．0にあ り， 米芽の胚乳部の無処理 A m ylase のそれ
ほ4．5である。
酵素原液に熟 もしくは酸処理を施し，それぞれ耐熱性
のもの （α一A m ylase ） と耐 酸 性 の も の （β一A m y lase）
とに分 けて，そのおのおのにつき最適pH を測定 し た 。
その結果 ，胚 C allus を起源 とす るα一A m ylase ほ4．5，
β－A m ylase は5．0に最適 pH があ り， 米芽 の 胚 乳 部 ほ
α一， β一両 A m y lase と も4．5に 最 適 pH が あ っ た 。 α一
図 3 米芽の胚乳部 －A m ylase のpH 曲線
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図4 米芽の芽部 一A m ylase の pH 曲線
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図5 胚 C allus－A m ylase のpH 曲線
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A m ylase ほpH 4．5 を中心に活性範囲が狭 く， β－A m y－
1ase はpH 4．5′〉5、0か ら中性側に かな り広 い活性範 囲 を
持つ よ うである。米芽 の芽部酵素に熟 もし くほ酸処理 を
施 した ものほ酵 素作用 が微 弱なため測定 できなか った。
同 じ米芽を起 源 とす る A m ylaseで あ って も，細部 に
亘 って観察する とその性状には違 いがあ る ら し い。 胚
C allus の A m ylase と胚 C allus の起 源である米 芽 の
芽部 の A m ylase のpH 曲線が極めて類 似 している の は
当然 の こ と と言 え よ う。
Ⅳ 発芽お よび組織培養 に伴な う米 A m ylase の消 長に
ついて
表 2 に よると，未発 芽種 子の A m ylase ほその作用が
極めて微弱であるが，発 芽に伴 なっで漸次生成 もしくは
表 2 起源を異にするイネの無処理－A m ylase の f
とその比
起源 f の 比
未発 芽 種 子
米芽の胚乳部
米芽 の芽 部
胚の Callus
0 ．0280
1 ．28
0 ．0377
0 ．938
1．00
4 5．7
1．35
3 3．5
活性化 され る傾 向にあ る。特に α－A m ylase ほ未発芽種
子においてほ活性が認め られないが，米 芽の胚乳部 では
著し く活 性化 され る。 この こ とは 図 6 に よ る と一 層 明瞭
であ る。
胚 C allu s の A m ylase ほ 既述 の よ う に α－， β一 両
図6 米芽の胚乳部－A m ylase 無処理酵素液
におけ るデ ソプ ソ分解反応
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A m ylase の混合型 である と考え られ， 両者 とも未発 芽
種子に比べて作用力が強 まる。 し か も胚 C allus の 両
A m ylase を作用力 の強弱で比較す ると，β－A m ylase の
方がほるかに大 である （図 2 ）。
芽部 の A m ylase はほ とん ど消長 な しと認 め られ る
3）
（ 表 2 ）。 これほ第 1 報の SaccIlaraSe，M altase の消長
とも関連 して興 味ある結果 である （表 3 ）。
表3 起 源を異にす るイネ の A m y lase と S acc血a rase
と M altase の f の比
2 4 7303336
酵素
起 A m y lase ls accb arase ※l M altase ※
未発 芽種 子
米芽の胚乳部
米芽 の芽 部
胚の Ca11us
1．00
4 5．7
1．35
3 3．5
1．00
7．64
7 4．5
3．72
1 ．00
7 ．30
0 ．810
3 ．11
※第一報 よ り引用
要 約
イネ（豊年早生 種）の胚 C allus－A m ylase につ いて調
べ，次の よ うな結果を得た。●
1 イ ネ 胚 C allu s－A m y lase ほ ， α－， β－A m y la se の
混合型であ る。
2 イネ胚 Callus－A m ylase は，耐酸性 の 大 な る β一
A m ylase を主体 としそれに耐酸性の小 な る α－A m y－
1ase の少量が共存する型に属す る。
3 最適pH ほ α－A m y lase でほ4．5，β－A m y la se で は
5．0附近にある。
4 未発芽種 子を基準 にして作用能力価を比較す ると，
胚 Callus では33．5，米芽の芽部でほ1．35，米芽の胚
乳部 では45．7である。 この相違ほ極めて興 味深い事実
長野県短期大学紀要
素液
も未発 芽
I us の 両
n ylase の
）ら れ る
；e の消長
C Charase
l tase※
1 ．00
7 ．30
0 ．8 1 0
3 ．1 1
り引用
ついて調
L y l a s e の
な る β－
α－A m y －
1 S e では
す る と，
米芽の胚
深い事実
学紀要
で ある。
5 米芽の胚乳部 お よび胚 Callus の A m ylaseは α－，
β－ともに作用能 力価ほ増大す るが，芽部のそれ ほほ と
んど不変 である。 この点は予想外であ り，なぜ かもわ
か らな い。
文 献
1 ） 前田英三 ：蛋白質 核酸 酵素 ，12，1160（1966）
2 ） 加藤幸雄 ：植物組織培養法，47（誠文堂新光社）（1966）
3 ） 羽田正義・ 山岸恵美子 ：イネの組織培養に関する 研 究 （そ
の1 ）：長野県短大紀要，24， 1（1969）
第26号 1971
4 ） R ．E uhn：Ber ；野，（1965）；A nn ；443，1（1925）
5 ） 岡崎浩 ：酵素化学 シンポジ ウム， 1 ，60（1949）
6 ） 福本寿一郎 ：酵素化学 シンポジ ウム， 7 ，104 （1952）
7 ） 福本芳一郎 ：酵素化学 シンポジ ウム， 8 ，40（1953）
8 ） 春 日井 ：家政学雑誌， 3 ， 4 ， 6 （1952）， 5 ，322 （1953）
5 ， 413 （1954）
9 ） E．0Illsson ：Z．Physiol．Chem ＝89，17（1930）
1 0） K ．M yrb ack  a n d  B ． 6 r t e n b l a n d ： E n z y m o l o g i a ． ， 2 ，
305 （1938）
1 1） Im rich  S t e i n ： C h e m ． Z v e s t i ． ， 2 ， 2 0 1 （ 1 9 4 8 ）
